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(57) Abstract 

A process is disclosed for isolating and purifying nucleic acids and/or oligonucleotides for gene therapy. The nucleic acids and/or 
oligonucleotides are isolated or purified from a substantially biological source. The process is characterised in that the substantially biological 
sources are disintegrated, if required the residues of biological source are removed or eliminated from the thus obtained fractions by a 
mechanical process known per se, such as centrifugation or filtering, the thus processed fractions are treated with affinity chromatography 
material or with inorganic chromatography material for removing endotoxins, the nucleic acids and/or oligonucleotides are isolated on an 
anion exchanger designed so that DNA starts to be des orbed from the anion exchanger only when the sodium chloride solution ionic strength 
is at least about 100 mM higher than the ionic strength at which the RNA of the anion exchange material starts to be desorbed from the 
anion exchanger. 



(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nucleins&uren und/oder Oligonucleotiden fiir den Einsatz in der Gentherapie, wobei 
die Nucleins&uren und/oder Oligonucleotide aus einer im wesentlichen biologischen Quelle isoliert Oder gereinigt werden, dadurch 
gekennzeichnet, daB die im wesentlichen biologischen Quellen aufgeschlossen werden, die erhaltenen Fraktionen gegebenenfalls vom 
Rest der biologischen Quellen befreit oder abgereichert werden durch an sich bekannte mechanische Verfahren, wie Zentrifugieren, 
Filtrieren, danach die so behandeiten Fraktionen mit affinitatschromatographischem Material oder mit anorganischem Chromatographie- 
Material zur Entfernung von Endotoxinen behandelt werden, wonach sich, eine Isolierung der Nucleinsauren und/oder Oligonucleotide an 
einem Anionenaustauscher anschlieBt, der so beschaffen ist, daB DNA erst bei einer mindestens ca. 100 mM hoheren NatriumchloridlOsung 
entsprechenden Ionenstarke vom Anionenaustauscher zu desorbieren beginnt als derjenigen lonenstarke entspricht, bei der RNA vom 
Anionenaustauschermaterial vom Anionenaustauscher zu desorbieren beginnt 
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Verfahren zur Heratelliana endotoxinfreier oder 
an Endotoxin abaereicherter Nucleinsauren und/ 
oder Oligonucleotide fttr die Gent herapie 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Isolierung und Reinigung von Nucleinsauren und/oder Oligo- 
nucleotiden fur den Einsatz in der Gentherapie, wobei die 
Nucleinsauren und/oder Oligonucleotide aus einer im wesent- 
lichen biologischen Quelle gereinigt werden, die Verwendung 
von Anionenaustauschermaterialien fiir die Trennung, Reinigung 
und Isolierung von Nucleinsauren zur Herstellung eines 
nucleinsaurehaltigen Mittels fur die Gentherapie sowie eine 
Zusammenstellung enthaltend Komponenten fur die Durchfuhrung 
des erf indungsgemaSen Verfahrens, 

Eine neue Form der Therapie von genetisch bedingten Er- 
krankungen, wie cystische Fibrose oder Muskeldystrophie, 
basiert auf der Erkenntnis, daS diese Erkrankungen durch 
bestimmte Gendefekte verursacht werden. Wird dem erkrankten 
Organismus das gesunde Gen in ausreichendem Mafie zur Ver- 
fugung gestellt, so scheint eine Therapie des Gendefektes 
moglich. Die Gentherapie ermoglicht nicht nur die Behandlung 
von genetisch bedingten Erkrankungen, sondern eignet sich 
auch zur Behandlung von Tumoren und ist als neue Form der 
Impfung gegen Inf ektionserkrankungen, wie Hepatitis, In- 
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f luenza und HIV, urn nur einige Beispiele zu nennen, geeignet 
(TIBTECH, Special Issue: Gene Therapy Therapeutic Strategy 
and Commercial Prospects, May 1993, Vol. 11, Nr. 5 (112)). 

Ein zentrales Problem der Gentherapie besteht darin, die 
therapeutische DNA so zu verabreichen, daS diese den Ort des 
Geschehens erreicht, Bisher wurde den Patienten ein Teil der 
zu behandelnden Zellen, in denen das defekte Gen exprimiert 
wird, wie beispielsweise Blutzellen, entnommen. Diese Zellen 
wurden in Kulturschalen gezuchtet ( in vitro ) ♦ Urn die fremde, 
therapeutisch wirkende DNA in die Zellen einzuschleusen, 
verwendete man z. B. Gensegmente eines Retrovirus, die mit 
der einzuschleusenden DNA verbunden wurden. Die genetisch 
veranderten Zellen wurden wieder in den Organismus verbracht 
(Anderson W. F. (1992) , Human gene therapy, Science 256: 808 
- 813) . 

Gegenwartig werden bereits einige klinische Studien mit 
diesem sogenannten ex vivo Ansatz durchgef iihrt . Dabei ver- 
wendet man neuerdings neben den oben beschriebenen Retro- 
Viren auch Plasmid-DNA, Oligonucleotide, mRNA, genomische 
DNA, YACS (Yeast Artificial Chromosomes) fur die Transfektion 
von Zellkulturen. Das ex vivo-Verf ahren ist aber sehr ar- 
beitsaufwendig und nicht zur Behandlung aller Erkrankungen 
geeignet. Als Beispiele seien die Muskeldystrophie oder die 
cystische Fibrose genannt. Es ist mithin wunschenswert , iiber 
einfachere Verf ahrensweisen zu verfugen, urn einem Organismus 
therapeutisch einsetzbare DNA zu applizieren, Dabei wurde 
gefunden, dafi es moglich ist, Plasmid-DNA direkt in das 
Gewebe eines Organs zu applizieren. Ein Teil der DNA wird 
bis zum Zellkern transportiert . Die fiber die DNA verabreichte 
genetische Information wird dort in das therapeutisch 
wirkende Protein translatiert . Die Behandlung im Organismus 
erfolgt direkt und wird als in vivo-Behandlung bezeichnet. 

Fur die in vivo Behandlung kann man die DNA oder RNA auch 
mit Liposomen oder anderen Substanzen vermischen, was zu 
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einer besseren Aufnahme der Nucleinsauren in die Zelle fiihrt. 
Die Nucleins&ure kann aber auch direkt in das zu behandelnde 
Organ, beispielsweise einen Muskel oder einen Tumor, inji- 
ziert werden (Plautz, G. E . et al. 1993, PNAS, Vol. 90, 4645 
- 4649) . Vorteilhaft dabei ist, dafi die in den Organismus 
gelangende DNA keinerlei immunologische Reaktionen im 
Organismus hervorruft, sofern sie frei von immunogenen 
Begleitkontaminationen ist. Daher stellt die in vivo Gen- 
therapie sehr hohe Anforderungen an die Qualitat der zu 
applizierenden Nucleins&uren. Die DNA mufi frei von toxischen 
Substanzen sein, die zu pathogenen Effekten in den zu be- 
handelnden Organismus fiihren konnen. 

Klinische Phase-I-Studien am Menschen mit dieser Technologie 
haben zu sehr detaillierten und strengen Qualitatsan- 
forderungen des fur die hierbei verwendeten Nucleinsauren 
gefuhrt. GemaS den Anforderungen des FDA in den USA mussen 
die fur therapeutische Zwecke eingesetzten Nucleinsauren die 
folgenden Qualit&tskontrollen erf Allen: 

Prufung der NucleinsaLure auf : Anf orderung/Orenzwert 



Endotoxine 

E.coli Genomische DNA 
Protein 

Super coiled DNA 

^260/280 

Salzruckstande 
RNA 

Sterilitat 



< 300 E.U./mg DNA 

< 50 ^g/mg DNA 

< 100 /ig/mg DNA 
> 90% 

1,75 - 1,85 

Scan von A^o - A 320 

< 1% 

keine Kolonien nach 

14 Tagen Tryptose Kultur 



Neben der Qualitat der aufgereinigten Nucleinsaure, ist auch 
der Mafistab, in dem die Nucleinsaure aufgereinigt werden 
kann, von entscheidender Bedeutung. So muS es eine zukiinftige 
Technologie ermdglichen, Nucleinsauren im MaSstab von 1 mg 
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bis zu 100 kg auf zureinigen, was wiederum Kulturvolumina von 
1 1 bis zu 100 m 3 erf ordert . 

Ein generelles Problem beim Aufreinigen von Nucleinsauren 
aus Bakterienkulturen ist zunachst die Lyse der Mikro- 
organismen. Hierzu kann neben der von Birnborn und Dohly 
(Nucl. Acids Res. 7, Seiten 1513 - 1522 (1979)) beschriebenen 
und hier bevorzugten alkalischen Lyse auch das Aufbrechen 
der Bakterienzellen mittels hohem Druck (French Press) , die 
Lyse in Anwesenheit von Detergenzien oder die Verwendung von 
Hitze (Boiling Lyse) angewendet werden. 

Anschliefiend kann die Nucleinsaure durch unterschiedliche 
Verfahren mehr oder weniger ef f ektiv von den ubrigen Bestand- 
teilen der Bakterienzelle, wie Proteinen oder genomischer 
DNA sowie Metaboliten abgetrennt werden. Als einfachste aber 
auch nicht sehr effiziente Moglichkeit, bietet sich die 
Abtrennung uber die Zugabe von Salzen, wie z. B. LiCl an, 
was die Prazipitation der zellulSren Proteine bewirkt. Die 
Nucleinsaure kann anschliefiend mit Alkohol pr&zipitiert 
werden. Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dafi 
Kontaminationen von RNA, ssDNA und Proteinen nicht 
quant i tat iv abgetrennt werden konnen. Als zusStzlicher 
Reinigungsschritt wird oft noch eine Phenolextraktion durch- 
gefilhrt, urn vorhandene Proteinkontaminationen zu entfernen. 
Der Nachteil dieser als "Aussalzen" beschriebenen Methode 
besteht darin, daS vorhandene Endotoxin-Kontaminationen sowie 
RNA und ssDNA nicht beseitigt werden konnen. Die Phenol- 
extraktion birgt zusatzlich die Gefahr der Verunreinigung 
der Nucleinsaure mit Phenol. Weiterhin fuhrt eine Phenol- 
behandlung von Nucleinsauren regelmafiig zu einem erhfihten 
Anteil von sogenannter "nicked" Nucleinsaure, d. h. Bruch 
des Nucleinsaurestranges an vielen Stellen, was wiederum 
dessen Stabilitat stark beeinfluEt. 

Die CsCl Gradienten-Zentrifugation ist seit fast 30 Jahren 
eine etablierte Methode zur Reinigung von Nucleinsauren. 
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Hierbei wird das unterschiedliche Sedimentationsverhalten 
von unterschiedlich grofien Nucleinsauremolekftlen (RNA, 
Plasmid-DNA, genomische DNA) in einem CsCl Konzent rat ions - 
Gradienten in Anwesenheit von interkalierenden Agenzien, wie 
Ethidiumbromid, zur Separation von Nucleinsauren genutzt. 
Diese Auftrennung kann nur bei grofcen Mengen eingesetzt 
werden. Dabei werden Ultrazentrifugen benotigt. Neben dem 
hohen materiellen Aufwand von ca. DM 60.000,-- pro Ultrazen- 
trifuge wirkt sich der betrachtliche Zeitaufwand von 
mindestens 48 h fur eine solche Aufreinigung als nachteilig 
aus. Dieses Verfahren erm6glicht nur eine Ausbeute von 
h6chstens 5 mg Nucleinsaure pro Zentrif ugenlauf . 

An sich bekannt ist auch die Aufreinigung von NucleinsSuren 
uber chromatographische Verfahren- Hierbei sind generell zwei 
■Verfahren zu unterscheiden. 

Die Reinigung mit Hilfe der Anionenaustauscher-Chromato- 
graphie, wie sie in EP 0 268 946 Bl beschrieben ist, Hierbei 
werden die Bakterienzellen vorzugsweise iiber eine alkalische 
Lyse aufgeschlossen. Die zellularen Proteine und genomische 
DNA werden mit Hilfe von Detergenzien und anschliefiender 
Zentrif ugation abgetrennt. Der so gewonnene, die Plasmid-DNA 
enthaltende Uberstand, wird als Cleared Lysate bezeichnet. 
Das Cleared Lysate wird iiber eine Anionenaustauscher-Saule 
(Qiagen®) aufgereinigt, wobei eine quantitative Abtrennung 
von RNA und ssDNA erfolgt. Eine Entfernung von Endotoxinen 
findet hierbei nicht statt. 

Gillespie und Vogelstein, Proc. Natl. Acad, Sci., USA, 76, 
S. 615 - 619, wurde beschrieben, daS eine Aufreinigung von 
Nucleinsauren durch die Bindung an Silicagel oder Diatomeen- 
erde in Anwesenheit von chaotropen Salzen, wie GuHCL , Nal 
usw. erfolgen kann. Im Gegensatz zur Anionenaustauscher- 
Chromatographie erfolgt die Bindung der DNA in Anwesenheit 
von hohen Salzkonzentrationen, wogegen die Elution bei 
niedrigen Salzkonzentrationen erfolgt. Der genaue Mechanismus 
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ist nicht verstanden, jedoch wird von einer Prizipitation 
der Nucleins&ure auf der Oberfliche der Silicapartikel durch 
Dehydration, ausgegangen. Da hierbei die Bindurig und Elution 
nach einem "alles Oder nicht s 11 -Prinzip stattfindet, ist keine 
quantitative Separation von RNA, ssDNA und Proteinen moglich. 
Daher sind diese DNA-Praparationen leider durch RNA, Protein 
und ssDNA-Kontaminationen fiir die Nucleinsauregewinnung zum 
Einsatz in der Gentherapie nicht geeignet. Weiterhin finden 
sich 1000 -fach hohere Endotoxinwerte in solchen Pr&- 
parationen. 

Die erhaltlichen Nucleinsauren sollten auch fur den Einsatz 
in der Gentherapie nach der "Anti-sense" - oder "Sense" - 
Strategie geeignet sein. Die "Anti - sense " -Strategie nutzt 
die Eigenschaft von zum Beispiel mRNA mit komplementaren 
Nucleinsauren Hybride zu formen. Die Hybride sind inaktiv. 
Die " Ant i- sense" -Nucleinsaure inaktiviert also die mRNA. Die 
erf indungsgemafc erhaltene "Anti- sense" -RNA kann dabei von 
aufien kontinuierlich dem zu therapierenden Individuum zu- 
gefiihrt werden, oder von entsprechend transf ormierten Zellen 
im Individuum selbst gebildet werden. Die "Sense" -Strategie 
fiihrt zur ErgSnzung oder Unterstiltzung von z.B. MRNA, die 
wichtige Funktionen erfiillt. Dabei wird die benotigte RNA 
dem zu therapierenden Individuum zugef iihrt . Die nach er- 
haltliche Nucleinsaure sollte auch geeignet sein, in so- 
genannten genetischen Vakzinierungsverf ahren eingesetzt zu 
werden* 

Die oben angefuhrten Qualitatsanf orderungen konnen durch die 
beschriebenen DNA-Pr&parationsmethoden mit Hilf e der Caesium- 
chloridgradienten-Zentrifugation oder durch die Isolierung 
von DNA in Anwesenheit chaotroper Salze allein nicht be- 
friedigt werden, da bei dieser Methode die zu isolierende 
DNA mit verschiedenen toxischen oder cancerogenen Substanzen, 
wie Phenol, Chloroform, Guanidiniumhydrochlorid, oder 
Ethidiumbromid in Beriihrung kommt . So laSt sich durch 
elektronenmikroskopische Analyse zeigen, daS in die Doppel- 
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helix eingebautes Ethidiumbromid nicht mehr vollst&ndig zu 
beseitigen ist (Schleef und Heinemann (Bio Techniques Vol. 
14, Nr. 4, 1993) . DNA-Molekiile, die wihrend der Preparation, 
z. B. mit Ethidiumbromid kontaminiert werden, konnen im 
Korper aufgrund des interkalierten Ethidiumbromids aller- 
gische Reaktionen induzieren, wodurch jeder therapeutische 
Ansatz mit aolcherart hergestellter DNA nicht zu vertreten 
ist. 

Hochreine DNA kann ohne Verwendung toxischer Substanzen mit 
der Anionenaustauscher-Chromatographie prapariert werden. 
Allerdings konnen auch bei Anwendung der Chromatographie 
Endotoxine in nicht unbedenklichem MaSe in die Nucleinsauren 
und/oder Oligonucleotidf raktionen verschleppt werden. 

Das der Erf indung zugrundeliegende technische Problem besteht 
in der Bereitstellung eines einstufigen Verfahrens zur 
Reinigung, Isolierung und Herstellung von Nucleinsauren, die 
die hohen Qualitatsanf orderungen an Nucleinsauren und/oder 
Oligonucleotide fur die Gentherapie erfullen konnen. Dabei 
sollte nach Moglichkeit bereits bei der Probenvorbereitung 
eine drastische Endotoxinmengen-Verringerung erfolgen. 

Uberraschenderweise wird das der Erf indung zugrundeliegende 
technische Problem gelost durch ein Verfahren, in dem das 
in Anspruch 1 genannte Anionenaustauscher-Chromatographie- 
material wie folgt eingesetzt wird. 

In der oben beschriebenen Weise kann durch unterschiedliche 
Methoden ein Cleared Lysate gewonnen werden. In einer bevor- 
zugten Ausfuhrung kann dabei auf den Zentrifugationsschritt 
nach der Lyse, zum Abtrennen der genomischen DNA und des 
SDS/Proteinkomplex durch die Verwendung einer in P 44 32 
654*8 beschriebenen Filtrationseinrichtung verzichtet werden. 
Gleichzeitig ermoglicht diese Filtration eine erhebliche 
Reduktion der Endotoxin- Kontaminationen der Nucleinsaure- 
losung. 
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Die Nucleinsaure kann durch die Verwendung des in P 44 31 
125.7 vorgeschlagenen Puffers in Verbindung mit der Anionen- 
austauscher-Chromatographie, Gelf iltration Oder der Bindung 
an Silicagel, Diatotneenerde in Anwesenheit von chaotropen 
Salzen in einem einstufigen ProzeS so aufgereinigt werden, 
da£ diese alien oben auf gefiihrten Qualitatsanf orderungen 
genxigt - 

Das beim erf indungsgemaSen Verfahren eingesetzte Anionen- 
austauscher-Material ermoglicht aufgrund der urn mindestens 
100 mM NaCl auseinanderliegenden Elutionspunkte eine saubere 
Trennung von RNA und DNA. 

Das im erf indungsgemaSen Verfahren verwendbare Anionenaus- 
tauschermaterial ist auch fur die Aufreinigung von Virus- 
partikeln, insbesondere auch intakten Viruspartikeln, fur 
die in vivo/ex vivo Gentherapie geeignet. 

Endotoxine konnen jedoch auch wie in der P 44 31 125.7 
vorgeschlagenen Verf ahrensweise abgereichert oder entfernt 
werden. Dabei werden Endotoxine durch Behandlung mit chroma - 
tographischem Material abgereichert oder entfernt. Nach dem 
Aufschlufi der naturlichen Quellen, aus denen die Nuclein- 
Sciuren und/oder Oligonucleotide gewonnen werden sollen, 
werden die erhaltenen Fraktionen metallchelatchromato- 
graphischen Methoden behandelt. Diese Methode ist neben der 
oder in Kombination mit der Inkubation der erhaltenen 
Fraktionen mit w&firigen Salzldsungen und Detergenzien ein- 
setzbar, wobei nach der Detergenz -Behandlung eine Anionen- 
austauscher- Chromatographic erfolgt . Die t metallchelat- 
chromatographischen Materialien umf assen Chelatbildner, IDA 
(Iminodiacetat) oder NTA (Nitrilotetraacetat) , welche an 
Tragern, wie Silicagel, Diatomeenerde, Glas, Aluminiumoxide , 
Titanoxide, Zirkonoxide, Hydroxylapatit , Dextran, Agarose, 
Acrylamid, Polys tyrolharze oder Copolymere aus den monomeren 
Bausteinen der genannten Polymere gebunden sind. Als weitere 
Materialien konnen auch Polymyxin oder DNA ETOX verwendet 
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werden. Auf diesem Af f initatstrager konnen beispielsweise 
Nickel ionen komplex gebunden werden, welche fiber weitere 
Koordinationsstellen mit in der Seitenkette stickstoff- 
haltigen AminosAureresten in Proteinen in Wechselwirkung 
treten konnen. Die auf geschlossenen, von Zelltrummern be- 
freiten biologischen Quellen k6nnen insbesondere mit Ni-NTA- 
Chromatographie -Material auf Kieselgelbasis inkubiert werden. 
Das Chromatographie-Material kann beispielsweise nach der 
erfolgten Inkubation abzentrifugiert werden, sofern im Batch- 
Verfahren gearbeitet wurde und der Uberstand kann dann 
erf indungsgemafi weiter auf gearbeitet werden. Neben dem Batch - 
Verfahren kann aber auch die Af f initatschromatographie in 
Saulen durchgefuhrt werden, sofern die Beschaf f enheit der 
Probe dies erm6glicht. 

Die zu isolierende Nucleins&ure kann direkt aus Zellen, die 
lytisch aufgeschlossen werden, stammen. Das erf indungsgemafie 
Verfahren gew&hrleistet die Abtrennung von Kontaminanten und 
fuhrt zu Nucleinsauren, die die fur die Gentherapie ge- 
forderte Reinheit aufweisen. Uberraschenderweise zeigt 
insbesondere das im Handel bef indliche Material QIAGEN® der 
Firma Qiagen seine Eignung im erf indungsgemaSen Verfahren 
eingesetzt zu werden. 

Dieses Material ermoglicht eine sehr effiziente Abtrennung 
der DNA von RNA. Die DNA eluiert bei einer Salzkonzentration, 
die ca. 4 80 mM Natriumchlorid entspricht, wohingegen die 
doppelstrangige Plasmid-DNA erst bei ca. 1.260 mM Natrium- 
chlorid eluiert . Die Dif f erenz dieser beiden Elutionspunkte 
betragt bei dem QIAGEN® -Material ca. 420 mM, wohingegen bei 
alien bekannten Anionenaustauscher- Material ien die Dif f erenz 
zwischen den Elutionspunkten von RNA und Plasmid-DNA maximal 
ca. 8 0 mM Natriumchlorid-Konzentrat ionen betrfigt. Eine 
derartig niedrige Differenz der Elutionspunkte beinhaltet 
eine hohe Gefahr der Coelution von DNA mit RNA, insbesondere 
einzelstrangiger DNA. 
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Das unter der Bezeichnung QIAGEN® im Handel erh&ltliche 
Material ist fur die Reinigung von Plasmid-DNA ftir die Gen- 
therapie besonders geeignet. Dieses chromatographische 
Tragermaterial ist ein modif iziertes poroses anorganisches 
Material. Als anorganische Tragermaterialien kommen Stoffe 
wie Silicagel, Diatomeenerde, Glas, Aluminiumoxide , Titan- 
oxide, Zirkonoxide, Hydroxy lapat it und als organische Trager- 
materialien solche wie Dextran, Agarose, Acrylamid, Poly- 
styrolharze oder Copolymere aus den monomeren Bausteinen der 
genannten Polymere in Frage. 

Der Anionenaustauscher, der vorzugsweise eingesetzt wird, 
ist beispielsweise durch die Umsetzung eines der oben ge- 
nannten Tragermaterialien in einem ersten Schritt mit einem 
Silanisierungsreagenz der allgemeinen Formel I erhaltlich, 

R'R^Si R 4 (I) , 

wobei R 1 ein Alkoxyrest mit 1 bis 10 C-Atomen, insbe- 
sondere -OCH 3/ -OC 2 H s , oder -OC 3 H 7 oder ein Halogenatom, 
insbesondere -Cl oder eine Dialkylaminogruppe mit 
identischen oder unterschiedlichen Alkylresten mit 1 
bis 6 C-Atomen; 

R 2 und R 3 unabhangig voneinander ein Kohlenwasserstof f- 
rest mit 1 bis 10 C-Atomen, insbesondere -CH 3 , -C 2 H 5 , 
oder -C 3 H 7 , oder einen Alkoxyrest mit 1 bis 10 C- 
Atomen, insbesondere -OCH 3 , -OC 2 H 5 oder -OC 3 H 7 , oder ein 
Halogenatom oder ein durch mindestens eine Oxa- oder 
Aminogruppe unterbrochener Alkylrest mit 4 bis 20 C- 
Atomen, wobei dieser Rest auch ein- oder mehrfach durch 
Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Monoalkyl amino, Dialkyl- 
amino, Hydroxy oder Aryl substituiert sein kann; 
R 4 eine Kohlenwasserstof fkette mit 1 bis 20 C-Atomen 
oder ein durch mindesten eine Oxa- oder Aminogruppe 
unterbrochener Alkylrest, wobei dieser Rest auch ein- 
oder mehrfach mit Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Mono- 
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alkylamino, Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl 
und/oder Epoxy substituiert sein kann, insbesondere 



gefolgt von einem zweiten Schritt, wobei der im ersten 
Schritt modifizierte Tr&ger umgesetzt wird mit einem 
Reagenz der allgemeinen Formel II: 



wobei X eine Amino-, Hydroxy-, Epoxy-Gruppe oder ein 
Hal ogena torn, 

R eine Kohlenwasserstof f kette mit 2 bis 20 C-Atomen 
oder eine durch mindestens eine Oxa- oder Aminogruppe 
unterbrochenen Alkylrest, wobei dieser Rest auch ein- 
oder mehrfach mit Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Mono- 
alkylamino, Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl 
und/oder Epoxy substituiert sein kann, 
Y ein Kohlenwasserstof f rest mit Anionenaustauscher 
bildenenden funktionellen Gruppen mit 1 bis 10 C- 
Atomen, der ein- oder mehrfach mit Amino-, Monoalkyl- 
amino-, Dialkylamino-, Quartaralkylamino substituiert 
sein kann, ist. 

Insbesondere kommen Tragermaterialien aus Silicagel in 
Betracht, auf deren Oberf lache Diethylaminoethyl (DEAE) -oder 
Diethylaminopropyl -Gruppen oder Dimethylaminoethyl (DMAE) - 
oder Dime thy laminopropyl -Gruppen entweder direkt oder liber 
sogenannte Spacer angeordnet sind. 




ist, 



X-R-Y 



(ID , 
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Im erf indungsgemaSen Verf ahren wird insbesondere ein Anionen- 
austauscher der Formel 

OH 

Tragermaterial-0-Si-CH 2 -CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH--<!:H 3 

i 

CH 2 -CH 2 -N 

C 2 H S 

verwendet . Die Ethylgruppen des Amins k6nnen auch durch 
Methylgruppen ersetzt sein. 

Die Nucleins&uren konnen auch durch Anionenaustauscher- 
Materialien basierend auf Polys tyrol/DvB, wie z. B. Poros 
20 fur Mitteldruckchromatographie, Poros 50 HQ, der Firma 
BioPerseptive Cambridge, USA oder liber DEAE-Sepharose, Q- 
Sepharose, DEAE-Sephadex der Firma Pharmacia, Schweden; DEAE 
Spherodex LS, DEAE Spherosil der Firma Biosepra, Frankreich. 



Auch Silica-Materialien, wie Kieselgur, Siloid, Diatomeen- 
erde, Glas, Silicagel, Aluminiumoxid, Titanoxid, Hydroxyl- 
apatit, in Anwesenheit von chaotropen Salzen, wie Natriu- 
miodid, Guanidiniumhydrochlorid, und/oder Alkoholen sind zur 
Preparation der Nucleinsauren erf indungsgemaE geeignet. 

Bei der Preparation von Zellinhaltsstof fen, insbesondere von 
Nucleinsauren, stellt sich oft das Problem, die aufge- 
schlossenen naturlichen Quellen, aus denen diese Inhalts- 
stoffe stammen von den geldsten Stoffen zu trennen. Die 
Abtrennung der Zellen oder Zelltrummer erf olgt mittels 
Zentrifugation, wobei sich die grdGeren Zelltrummer oder 
Zellen als Pellet im Zentrifugationsrohrchen abscheiden. Die 
Zellinhaltsstof fe finden sich dann im Ub,erstand und konnen 
pipettiert werden. An sich einfachere Filtrationsverf ahren 
konnteh sich insbesondere bei der Preparation von Nuclein- 
sauren nicht durchsetzen, da die aufgeschlossenen Zellen oder 
deren Bruchstiicke entweder durch die zu grobporige Filter 
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durchlaufen und somit fiir Trtibungen und Verunreinigungen im 
Filtrat sorgen oder bei Verwendung von Filtern mit ent- 
sprechenden engen Poren es jedoch zwangslaufig zur Ver- 
stopfung der Filter kommt, so dafi eine sinnvolle Preparation 
der Zellinhaltsstof fe nicht mehr moglich ist. 

* 

Ublicherweise werden zur Entfernung von Zelltrummem die 
Proben in 50 - 500 ml Gefafien 5-60 min bei ca. 2 0.000 rpm 
(ca 30.000 x g) zentrifugiert . 

Diese Zentrifugation ist zeitaufwendig und ist fur grofiere 
Zell-Lysat-Volumina von 2 1 und mehr kaum wirtschaf tlich zu 
handhaben. Zwar gibt es Durchlauf zentrifugen, doch sind diese 
nur fur sehr grofie Volumina > 1.000 1 sinnvoll. Weiterhin 
ist dies aufwendig und kapitalintensiv. 

Erf indungsgemSS wird eine einfache Entfernung von Zell- 
trummem aus Zell-Lysaten von 1 1 bis 1.000 1 erm6glicht. 
Dabei werden die in der WO 93/11218 beschriebenen 
Filtrationsverfahren eingesetzt. 

Erf indungsgemaS wird ebenfalls in besonders einfacher Weise 
bereits bei der Abtrennung von Zelltrummem eine Endotoxin- 
abreicherung oder -entfernung durchgef tihrt . Dies geschieht 
durch Anwendung des in P 44 32 654,8 vorgeschlagenen Ver- 
fahrens. Dabei wird der Zelltriimmer enthaltende Aufschlufi 
uber Filterschichten aus Glas, Silicagel, Diatomeenerde, 
Aluminiumoxiden, Titanoxiden, Zirkonoxiden, Hydroxylapatit 
oder anderen anorganischen Mineralien, wie z. B. Perlite oder 
Filterschichten aus verwebten Vliesen, aus Glasfasern und 
Silicagel sowie Cellulose, Papier, geprefitem Papier, ver- 
webten oder verklebten Vliesen aus Polymeren, insbesondere 
Polypropylen, Polyamiden oder Polyester gegeben. Aluminium- 
oxid oder geschtttteter Diatomeenerde oder verwebten oder ver- 
klebten Vliesen aus Glasfasern und Silicagel sowie Cellulose, 
Papier, geprefitem Papier, Vliesen aus Papier gegeben. Die 
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aua der Filterschicht austretende Fraktion wird aufgefangen 
und dann anschliefiend. erf indungsgem&fi weiterbehandelt . 

Uberraschenderweise zeigte sich, da£ durch eine solche 
Filtration Endotoxine abgereichert werden, Es ist besonders 
bevorzugt, dafi die Filterschicht bildenden Materialien 
Hydroxylgruppen tragen oder mit Hydroxy Igruppen tragenden 
oder bildenden Orgnosilanen, wie z. B . 

0 
s \ 

(CH 3 0) 3 Si-CH 2 -CH 2 -CH 3 -0-CH 2 -CH-CH a 

beschichtet bzw. modifiziert sind, insbesondere Diol -Silica- 
gel, Diol-Diatomeenerde und/oder Diol-Perlite . 

Insbesondere geschuttete Diatomeenerde hat sich zur Endo- 
toxinabreicherung bzw. -entf ernung bei der Probenvorbereitung 
bewahrt . 

Die nach dem erf indungsgemaGen Verfahren erhtltliche Nuclein- 
sSure ist auch fur den Einsatz in der Gentherapie nach der 
"Anti-sense"- oder "Sense" -Strategie geeignet. Die "Anti- 
sense" -Strategie nutzt die Eigenschaft von zum Beispiel mRNA 
mit komplementaren Nucleinsauren Hybride zu formen. Die 
Hybride sind inaktiv. Die "Anti-sense" -Nucleins&ure in- 
aktiviert also die MRNA. Die erf indungsgemafi erhaltene "Anti- 
sense" -RNA kann dabei von auSen kontinuierlich dem zu 
therapierenden Individuum zugefuhrt werden, oder von ent- 
sprechend transf ormierten Zellen im Individuum selbst ge- 
bildet werden. Die "Sense" -Strategie fuhrt zur Erganzung oder 
Unterstiltzung von z.B. MRNA, die wichtige Funktionen erftillt. 
Dabei wird die benStigte RNA dem zu therapierenden Individuum 
zugefiihrt. Die nach dem erf indungsgemaSen Verfahren er- 
haltliche Nucleinsaure ist aufgrund ihrer hohen Reinheit auch 
geeignet, in sogenannten genetischen Vakzinierungsverf ahren 
eingesetzt zu werden. 
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Das erf indungsgema&e Verfahren kann vorteilhaft ausgestaltet 
werden, indem die Entfemung des durch eine Elution der 
Nucleinsauren unter Bedingungen hoher Ionenstarke notwendigen 
Salze durch Behandlung der hohen Salzkonzentrationen auf- 
weisenden nucleinsaurehaltigen Fraktionen mit einem minera- 
lischen Tr&germaterial erfolgt. Diese Tr&germaterialien 
bestehen im wesentlichen aus nicht modif izierten an- 
organischen Tragermaterialien z. B. Glas Oder Glaspulver. 
An diese Oberf lachen adsorbiert die Nucleinsaure in Gegenwart 
hoher Salzkonzentrationen. Danach kann die adsorbierte 
Nucleinsaure mit Losungen geringer Ionenstarke Oder ent- 
mineralisiertem Wasser desorbiert werden. 

Es hat sich herausgestellt , daS die Verwendung von isopro- 
panolhaltigen Puffern anstelle von ethanolhaltigen Puffern 
vorteilhaft ist. Wie in P 44 03 693,0 vorgeschlagen, konnen 
durch die Verwendung von isopropanolhaltigen Puffern be- 
sonders gute Transf ektionsraten der erf indungsgemafi her- 
gestellten Nucleinsauren erzielt werden. 

Erf indungsgemfifi beansprucht wird auch eine Zusammenstellung, 
die fur die Durchfiihrung des erf indungsgem&Sen Verfahrens 
notwendigen Komponenten enthalt. Dazu gehoren insbesondere 
Reagenzien, auch in konzentrierter Form, zur fertigen Ab- 
mischung beim Anwender, Chromatographiematerial zur Trennung 
der Nucleinsauren, wafirige Losungen (Puffer, gegebenenf alls 
auch in konzentrierter Form zu endgultigen Einstellung beim 
Anwender) sowie weitere Hilfsstoffe, wie Substanzen zur 
Entfernung von Endotoxinen, wie Diatomeenerde oder chromato- 
graphisches Material zur Entsalzung kochsalzeluierter 
Nucleinsauren. 

Das im erf indungsgemaSen Verfahren verwendbare Anionenaus- 
tauschermaterial erm6glicht DNA-Pr^parationen bis zum Kilo- 
gramm-Mafistab, insbesondere im Bereich von 10 mg bis 100 g 
DNA. Durch Untersuchung der DNA, die nach dem er- 
findungsgemafien Verfahren isoliert wurde, mit Hilfe der HPLC- 
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Analyse und Elektronenmikroskopie, zeigt, dafi diese Pra- 
parationen f rei von Proteinen (Endotoxinen) , genomischer DNA 
sowie RNA sind. Die Erfindung wird anhand der folgenden 
Ausfuhrungsbeispiele nSher erlSutert. 

Puffer PI: 100 jig/ml RNAase A, 50 mM Tris/HCl, 

(Resuspension buffer) 10 mM EDTA, pH 8,0 



Puffer P2: 
(Lysis buffer) 



200 mM NaOH, 1% SDS 



Puffer P3: 3/0 M KAc, pH 5,5 

{Neutralisation buffer) 

Puffer QBT: 750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 

(Equilibration buffer) 15% Alkohol*, pH 7,0 # 0,15% 

Triton X-100 



Puffer QC: 
(Wash buffer) 



1,0 M NaCl, 50 mM MOPS, 
15% Alkohol, pH 7,0 



Puffer QN: 
(Elution buffer) 



1,6 M NaCl, 50 mM MOPS 
15% Alkohol, pH 8,5 



TE: 



10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 



STE: 



100 mM NaCl, 10 mM Tris/Hcl, 
1 mM EDTA, pH 8 , 0 



Endotoxin 
Removal Buffer: 



750 mM NaCl, 10% Triton X 100, 50 mM 
MOPS, pH 7,0 



* Als Alkohole werden bevorzugt Isopropanol oder Ethanol 
verwendet . 
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Beispiel \ 

Isolation von 50 mg pSVCFTR aus 10 1 E. coli Kultur fiiir 
Aerosilation von CF-Patienten. 

Das aus 10 1 E.coli XL1 Blue Fermenterkultur resultierende 
Bakterienpellet wird in je 500 ml Puffer PI und P2 re- 
suspendiert. Mit 500 ml Puffer P3 wird das Gemisch fur 30 
min auf Eis inkubiert und anschlieSend fur 15 min bei 20.000 
x g zentrifugiert . Der Uberstand wird zur KlSrung uber einen 
Faltenfilter filtriert. Das filtrierte Lysat wird mit 1/10 
Vol. Endotoxin Removal Buffer (750 triM NaCl; 10% Triton X 114; 
40 mM MOPS, pH 7,0) vermischt und fur 30 min. auf Eis in- 
kubiert. Das Lysat wird nun mittels einer Schlauchpumpe auf 
eine Chromatographiesaule 26 mm x 10 0 mm gefiillt mit einen 
QIAGEN Anionenaustauscher (70 - 100 /zm PartikelgrdSe, 2,5 
/imol DEAE/g Chromatographiematerial) adsorbiert. AnschlieSend 
wird die Chromatographiesaule mit 2.000 ml Puffer QC mit 
einer FluSrate von 15 ml/min gewaschen. Die an die Saule 
gebundene Plasmid DNA wird mit 280 ml Puffer QN, mit einer 
FluSrate von 3 ml/min eluiert. Das gewonnene Eluat wird mit 
200 ml Isopropanol vermischt und fur 30 min bei 20.000 x g 
zentrifugiert. Das resultierende Pellet wird in 40 ml TE 
Puffer resuspendiert . Die so gereinigte DNA wird mit Hilfe 
der Elektronenmikroskopie (EM) , HPLC-Analyse, photometrische 
Messung, Agarosegel-Elektrophorese und Endotoxin-Test auf 
ihre Reinheit analysiert, Dabei resultiert diese Auf- 
reinigungsmethode in hochreiner DNA mit keinen nachweisbaren 
Kontaminationen von RNA, genomischer DNA und Endotoxinen. 
Die so isolierte DNA wird mit einer Liposomenlosung vermischt 
und in Mengen von 10 CF-Patienten fiber Aerosilation 
verabreicht . 
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Bei^pieJ. 2 

Isolation von 10 mg pCMVlacZ mit Hilfe von QIAGEN tip-10,000 
fiir Injektion von Plasmid-DNA in quergestreif te Muskel zur 
Behandlung von Muskeldystrophie . 

5 1 einer DHSalph/pCMVlacZ fjbernachtkultur werden ab- 
zentrifugiert und das resultierende Pellet in 125 ml Pi 
resuspendiert , mit 125 ml Puffer P2 vermischt und fiir 5 min 
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschliefiend wird 125 ml 
Puffer P 3 zugesetzt, gemischt und fur 30 min bei 4°C in- 
kubiert. Das Lysat wird uber eine lose Schiittung von 
Diatomeenerde wie in P 44 32 654.8 beschriebene Filtrations- 
saule gegeben und anschlieSend wie in Beispiel 1 mit 1/10 
Vol. Endotoxin Removal Puffer versetzt und fiir 30 min. auf 
Eis inkubiert. Das Gemisch wird nun mit 270 ml Isopropanol 
versetzt und fiir 30 min bei 20.000 x g abzentrifugiert . Das 
resultierende Pellet wird fur 10 min bei RT getrocknet und 
in 5 ml Wasser resuspendiert. Die resuspendierte DNA wird 
mit 25 ml QC Puff er versetzt . Dieses Gemisch wird auf eine 
mit 75 ml QBT Puffer Squilibrierte DEAE-Silicagel-SSule (26 
mm x 50 mm, 70 - 100 (im, 2,0 jimol/g) gegeben. Anschliefiend 
wird die S&ule mit 600 ml QC Puffer gewaschen und die DNA 
dann mit 75 ml QF Puffer eluiert. Das Eluat wird mit 52,5 
ml Isopropanol vermischt und fiir 30 min bei 20.000 x g 
zentrifugiert. Das DNA Pellet wird 10 min bei RT getrocknet 
und in 1 ml PBS resuspendiert. Die DNA-L6sung kann nur zur 
direkten Muskel injektion verwendet werden. 



Isolation von 100 mg pXYHBV aus einer 20 1 E. coli Kultur 
fiir die Verwendung als "Genetische Hepatitis Vakzine". 

Das aus einem 20 1 Ferment a tionsl auf resultierende Bakterien- 
pellet wird in 1.000 ml Puffer PI resuspendiert, mit 1.000 
Puffer P2 versetzt und fiir 5 min bei.RT inkubiert. Nach dem 
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Zusatz von 1.000 ml Puffer P3 wird das Gemisch fiir 30 min 
bei 4°C inkubiert und anschlieSend bei 20.000 x g zentri- 
fugiert. Der Uberstand wird liber ein Glasf aserf ilter gegeben 
und das klare Lysat wird mit 2.250 ml Isopropanol vermischt 
und fiir 30 min bei 20.000 x g zentrifugiert . Das re- 
sultierende Pellet wird in 10 ml Wasser resuspendiert und 
mit 90 ml QC Puffer versetzt." Dieses Gemisch wird liber eine 
Schlauchpumpe auf eine Chromatographiesaule nach Beispiel 
1 mit einer FluSrate von 2 ml /min gepumpt. Die SSule wird 
mit einer FluSrate von 15 ml/min gewaschen und die DNA im 
AnschluS mit 350 ml QF Puffer mit einer FluSrate von 3 ml/min 
eluiert . 

Beispiel 4 

Entfernen von Endotoxin aus DNA Praparationen 

Die pr&parierte DNA wird mit Triton X 114 auf eine Endkonzen- 
tration von 0,1 - 1% eingestellt. AnschlieSend wird die 
DNA/Triton Losung fur 30 min bei 4 - 7°C auf einem "Roller" 
inkubiert. Die Losung wird auf Raumtemperatur erwarmt und 
fur 30 min bei 20.000 x g zentrifugiert oder filtriert. Der 
Uberstand wird mit 0,7 Vol. Isopropanol versetzt und gefSllt. 
Das resultierende Pellet wird getrocknet und in TE re- 
suspendiert. Die so behandelte DNA ist frei von Endotoxin. 

Beispiel 5 
Plasmidpraparation 

Eine 150 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid-DNA in 
LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zentrifugiert, urn die 
Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird in 20 ml 50 ml 
Tris-Hcl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 fig/ml RNAse A re- 
suspendiert. Zur Zell-Lyse werden 20 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS 
zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt und 5 Minuten 
bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wird 20 ml 3 M K- 
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Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, gemischt 
und 15 Minuten auf Eis inkubiert und das Zell-Lysat mit 20 
mbar - 800 mbar Dif f erenzdruck durch die erf indungsgemaSe 
Filtervorrichtung gesaugt. Alternativ kann die Probe mit 
einem Kolbenstempel oder Uberdruck durch die Filtrations- 
schichten gedriickt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit 
den Zellbruchstilcken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgefallenen SDS verworfen. Das filtrierte Lysat wird mit 
1/10 Vol. Endotoxin Removal Buffer (750 mM NaCI; 10% Triton 
X 114; 40 mM MOPS, pH 7,0) vermischt und fur 3 0 min. auf Eis 
inkubiert. Das Filtrat wird vollstandig durch die Anione- 
naustauschersaule gesaugt oder gedriickt, urn eine Adsorption 
der DNA zu erreichen. Die Extraktionssaule wird anschlieSend 
zweimal mit 100 ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 
gewaschen, urn RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA wird 
mit 100 ml 1,6 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 
eluiert . Die eluierte DNA wird zur Entsalzung und zur Kon- 
zentrierung mit Alkohol gef allt und das Alkoholpellet durch 
eine Zentrifugation pelletiert. 

Alternativ kann das Alkoholprazipitat der Nucleinsaure auch 
durch eine Filtration gewonnen werden. Dies bietet Vorteile, 
wenn gro'Sen Mengen an DNA prapariert werden mussen und die 
zu handhabenden Volumina groEer als beispielsweise 1 1 sind. 

Beisoiel 6 

Ein DNA-Template wird uber eine in vitro Reaktion in RNA 
umgeschrieben. Der Reaktionsansatz wird auf 750 mM NaCI 
eingestellt und fiber eine QIAGEN® Anionenaustauscher-Saule 
aufgereinigt . Die gereinigte RNA wird anschliefiend zur in 
vitro oder in vivo Gentherapie verwendet . 
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Beisuiel 7 

Aufreinigung von 40 mg pBR322 mit Hilfe von DEAE Q-Sepharose® 
(Firma Pharmacia) 

Die Biomasse aus einer 4 01 Fermenter Kultur von pBR322 wurde 
mit jeweils 101 Puffern PI, P2 und P3 mittels alkalischer 
Lyse aufgeschlossen. AbschlieSend wurde das Lysat fiber eine 
Filtervorrichtung, bestehend aus einer losen Schuttung 
versetzt und anschliefiend fur 30 min bei 4°C inkubiert . Die 
DNA wird nun durch Zugabe von 0,7 Vol. Isopropanol prazi- 
pitiert und in 2 0 ml 10 mM Tris-HCl, pH 8,5, 1 mM EDTA, 50mM 
NaCl resuspendiert ♦ Die resuspendierte DNA-L6sung wird auf 
eine DEAE Q-Sepharose-Saule mit 200 ml Bettvolumen geladen. 
Die DNA wird mit einem Gradient e von 1 mM NaCl /ml eluiert, 
wobei die Puffer folgende Konzentrationen aufweisen: 

Buffer A 10 mM Tris HCl, ImM EDTA, 0,75 M NaCl, pH 8,0; 
Buffer B 10 mM Tris HCl, ImM EDTA, 0,85 M NaCl. 

Die FluSrate betragt dabei 0,5 ml/min. Die DNA wird an- 
schliefiend mit Ethanol gefSllt und in PBS Buffer in einer 
Konzentration von 1 pm/iil resuspendiert. 
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Angpruche 

Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuclein- 
sauren und/oder Oligonucleotiden fHoc den Einsatz in der 
Gentherapie, wobei die Nucleinsauren und/oder Oligo- 
nucleotide aus einer im wesentlichen biologischen. 
Quelle isoliert oder gereinigt werden, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi 

die im wesentlichen biologischen Quellen aufge- 
schlossen werden, die erhaltenen Fraktionen gege- 
benenfalls vom Rest der biologischen Quellen 
befreit oder abgereichert werden durch an sich 
bekannte mechanische Verfahren, wie Zentri- 
fugieren, Filtrieren, 

danach die so behandelten Fraktionen mit affini- 
tcitschromatographischem Material oder mit an- 
organischem Chromatographic -Material zur Ent- 
f ernung von Endotoxinen behandelt werden, wonach 
sich, 

eine Isolierung der Nucleinsauren und/oder Oligo- 
nucleotide an einem Anionenaustauscher anschliefit, 
der so beschaffen ist, daS DNA erst bei einer 
mindestens ca. 100 mM hoheren Natriumchloridlosung 
entsprechenden Ionenstarke vom Anionenaustauscher 
zu desorbieren beginnt als derjenigen Ionenstarke 
entspricht, bei der RNA vom Anionenaustauscher- 
material vom Anionenaustauscher zu desorbieren be- 
ginnt . 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
als Tragermaterial des anorganischen Chromatographic - 
Materials mit Anionenaustauschergruppen modifizierte 
porose oder nicht porose anorganische und/oder 
organische Tragermaterial ien verwendet werden. 
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3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und/oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daS als anorganische Tr£ger- 
materialien Silicagel, Diatomeenerde, Glas, Aluminium- 
oxide, Titanoxide, Zirkonoxide, Hydroxylapatit und als 
organische TrSgermaterialien Dextran, Agarose, Acryl- 
amid, Polystyrolharze oder . Copolymere der genannten 
Materialien verwendet werden. 

4 . Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 - 3 , 
wobei das modifizierte Tr&germaterial erhSltlich ist 
durch Umsetzung eines der in Anspruch 3 genannten 
Tragermaterialien in einem ersten Schritt mit einem 
Silanisierungsreagenz der allgemeinen Formel I 

R x R 2 R 3 Si R 4 (i) , 

wobei R 1 ein Alkoxyrest mit 1 bis 10 C-Atomen, insbe- 
sondere -OCH 3 , -OC 2 H 3 , oder -OC 3 H 7 oder ein Halogenatom, 
insbesondere -CI oder eine Dialkylaminogruppe mit 
identischen oder unterschiedlichen Alkylresten mit 1 
bis 6 C- At omen; 

R 2 und R 3 unabh&ngig voneinander ein Kohlenwasserstof f- 
rest mit 1 bis 10 C-Atomen, insbesondere -CH 3 , -C 2 H 5 , 
oder -C 3 H 7 , oder ein Alkoxyrest mit 1 bis 10 C-Atomen, 
insbesondere -0CH 3/ -OC^Hg oder -OC 3 H 7 , oder ein Halogen- 
atom oder ein durch mindestens eine Oxa- oder Amino- 
gruppe unterbrochener Alkylrest mit 4 bis 20 C-Atomen, 
wobei dieser Rest auch ein- oder mehrfach durch Halo- 
gen, Cyan, Nitro, Amino, Monoalkyl amino, Dialkylamino, 
Hydroxy oder Aryl substituiert sein kann; 
R 4 eine Kohlenwasserstof fkette mit 1 bis 20 C-Atomen 
oder ein durch mindesten eine Oxa- oder Aminogruppe 
unterbrochener Alkylrest, wobei dieser Rest auch ein- 
oder mehrfach mit Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Mono- 
alkylamino, Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl 
und/oder Epoxy substituiert sein kann, insbesondere 
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A 

- CH 2 -CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH- CH 2 

ist , 

gefolgt von einem zweiten Schritt, wobei der im ersten 
Schritt modifizierte Tr&ger umgesetzt wird mit einem 
Reagenz der allgemeinen Formel II: 

X-R-Y (II), 

wobei X eine Amino-, Hydroxy-, Epoxy-Gruppe oder ein 
Halogenatom, 

R eine Kohlenwasserstof fkette mit 2 bis 20 C-Atomen 
oder eine durch mindestens eine Oxa- oder Aminogruppe 
unterbrochenen Alkylrest, wobei dieser Rest auch ein- 
oder mehrfach mit Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Mono- 
alkylamino, Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl 
und/oder Epoxy substituiert sein kann, 
Y ein Kohlenwasserstof frest mit Anionenaustauscher 
bildenenden funktionellen Gruppen mit 1 bis 10 C- 
Atomen, der ein- oder mehrfach mit Amino-, Monoalkyl- 
amino-, Dialkylamino-, QuartSralkylamino substituiert 
sein kann, ist. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, 
wobei auf der Trageroberf lache Diethylaminoethyl 
(DEAE) -Gruppen oder Diiriethylaminoethyl (DMAE) -Gruppen 
entweder direkt oder uber sogenannte Spacer angeordnet 
sind. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, 
wobei als Nucleinsauren DNA vie Plasmide, Cosmide, aus 
Viren isolierte DNA auch in enzymatisch oder chemisch 
modif izierter Form und/oder RNA jeglicher Form und 
Herkunft oder Ribozyme isoliert werden. 



05/12/2004, EAST Version: 1.4.1 



WO 95/21177 



PCT/EP95/00389 



- 25 - 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei zur 
Entfernung von Endotoxinen in den Nucleinsaure- 
fraktionen eine Behandlung der nucleinsaurehaltigen 
Fraktionen mit nicht ionischen Detergenzien wie Triton 
X 100 Oder eine Behandlung mit af f initatschromato- 
graphischen Tragem, wie Nickel -NTA, -IDA, Polymyxin, 
DNA ETOX, durchgefuhrt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei eine 
Entfernung des durch eine Elution der Nucleinsfiuren 
unter Bedingungen hoher Ionenstarke notwendigen Salze 
durch Behandlung der hohe Salzkonzentrationen auf- 
weisenden nucleinsaurehaltigen Fraktionen mit einem 
mineralischen Tragermaterial , wie im wesentlichen aus 
Glas bestehenden, unter Adsorption der Nucleinsaure an 
die Oberfl&che dieser mineralischen Trager und an- 
schlieSender Desorption der Nucleinsauren mit Wasser 
Oder Puff erlosungen geringer Ionenstarke. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1, wobei 
Zelltrfimmer des Zell-Lysates durch Filtration abge- 
trennt werden, insbesondere unter Verwendung eines 
Filters dessen PorengrdSe in Fliefirichtung der zu 
filtrierenden Probe abnimmt und/oder einem Filter, der 
eine Filterschicht aus Glas, Silicagel, Aluminiumoxid 
oder geschutteter Diatomeenerde oder verwebte oder 
verklebte Vliese aus Glasfasern uns Silicagel sowie 
Cellulose, Papier, geprefctem Papier, Vliesen aus Papier 
besteht. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, 
wobei eine Vorreinigung einer nucleinsaurehaltigen 
Probe eines Zell-Lysats an einer Schicht aus unmodif i- 
zierter Diatomeenerde erfolgt. 

11. Verwendung der in den Ansprflchen 1 bis S genannten 
Anionenaustauschermaterialien fur die Trennung, 
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Reinigung und Isolierung von Nucleinsauren zur Her- 
stellung eines nucleinsaurehaltigen Mittels fur die 
Gentherapie . 

12. Verwendung nach Anspruch 11 fur die in vivo - und ex 
vivo -Gentherapie . 

13 . Verwendung gem&S einem der Anspruche 11 oder 12 zur 
Herstellung eines Mittels zur Behandlung von genetisch 
bedingten Erkrankungen wie cystische Fibrose, Muskel- 
dystrophie. 

14 . Verwendung des in den Anspruchen 1 bis 6 genannten 
Anionenaustauschermaterials fur die Reinigung von 
Oligonucleotiden fur die in vivo- /ex vivo-Gentherapie 
uber die Antisense-, Sense-Strategie . 

15 . Verwendung der in den Anspruche 1 bis 6 genannten 
Anionenaustauschermaterials fixr die Aufreinigung von 
Viruspartikeln, auch intakten Viruspartikeln, fur die 
in vivo/ex vivo Gentherapie. 

16. Verwendung von Isopropanol als Reagenz zur Aufreinigung 
von Nucleinsauren in einem Verfahren gemafi einem der 
Anspriche 1 bis 10. 

17. Zusammenstellung, enthaltend die fur die Durchfuhrung 
des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 10 not- 
wendigen Komponenten, insbesondere Reagenzien auch in 
konzentrierter Form zur fertigen Abmischung beim An- 
wender, Chromatographie -Material zur Trennung der 
Nucleinsauren, wafirige L6sungen (Puffer, gegebenenfalls 
auch in konzentrierter Form zur endgultigen Einstellung 
beim Anwender) , weitere Hilfsstoffe sowie Substanzen 
zur Entfernung von Endotoxinen. 
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